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Gtoe de resistance au glyphosate. I) G6ne mut6 de i)6sistance au glyphosate. 2) Gdne EPSPS comprenant au moins une substitution 
de la Thrtonine 102 par risoleucine. 3) II est utilisable pour I'obtention de plantes transfonn6es rfisistantes au glyphosate. 
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5-enoi pyruvylshikimate-3-phosphate synthase mutee, gene codant pour cette 
proteine et plantes transformees contenant ce gene. 

La presente invention conceme une nouveile 5-enol pyruvylshikiniate-3-phosphate 
synthase (ou EPSPS), qui presente une tolerance accrue vis a vis des herbicides inhibiteurs 
competitifs vis a vis du phosphonoenolpyruvate (PEP) de I'activit^ EPSPS. Cette EPSP 
synthase plus tolerante presente au moins une substitution "Threonine par Isoleucine". EUe 
conceme ^galement un gene codant pour une telle proteine, des cellules vegetales 
transformees par des constructions genes chimeres contenant ce gene, les plantes 
regen6rees k partir de ces cellules ainsi que les plantes issues de croisement utilisant ces 
plantes tranformifes. 

Lc glyphosate, le sulfosate ou la fosametine sont des herbicides syst^miques k large 
spectre de la femille des phosphonomdhylglycines. lis agissent essentiellement comme 
inhibiteurs competitifs de la 5-enol pyruvylshikiniate-3-phosphate synthase (EC 2.5.1.19) 
ou EPSPS vis a vis du PEP(phosphoenolpyruvate). Apr^s leur application sur la plante, ils 
sont vehicules dans la plante ou ils s'accumulent dans les parties a croissance rapide, 
notamment les apex coulinaires et racinaires, provoquant Taltdration jusqu'a la destruction 
des plantes sensibles. 

L'EPSPS plastidiale, cible principale de ces produits est une enzyme de la voie de 
biosynth^e des acides amines aromatiques, qui est cod^e par tm ou des gdnes nucl^aires et 
synthetis^e sous forme dun precurseur c)^opIasmique puis import^e dans les plastes oi elle 
s'accimiule sous sa forme mature. 

La tolerance des plantes au glyphosate et aux produits de la famille est obtenue par 
introduction stable dans leur gtoome tfun gtoe d'EPSPS d'origine v6gitale ou bact^rienne 
mutde ou non quant aux caract^ristiques d'inhibition par le g^hosate du produit de ce 
gene. Etant donne le mode d'action du glyphosate et le degri de tolerance au glyphosate du 
produit des gtoes utlises, il est interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction 
de ce gene de fa9on a permettre son accumulation importante dans les plastes. 

II est connu, par exemple tfapres le brevet americain 4 535 060, de conferer a une 
plante une tolerance & un herbicide du type ci-dessus, en particulier la N- 
phosphonom^thylglycine ou glyphosate, par introduction dans le genome des plantes dHrn 
gine codant pour ime EPSPS portant au moms une mutation rendant cette enzyme plus 
rdsistante k son inhibiteur comp^titif (le glyphosate) apres localisation de Tenzyme dans le 
compartiment plastidial. Ces techniques demandent cependant k etre ameliorees pour 
obtenir une plus grande fiabilitd dans I'emploi de ces plantes en conditions agronomiques. 

Dans la presente description, on entend par '*plante" tout organisme multicellulaire 
differencii capable de photosynih&se et par "cellule vigetale" toute cellule issue d'une 
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plants et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals ou des tissus 
differenci& tels que des embiyons ou des parties de plantes ou des semences. 

La. presente invention a pour objet la production de plantes transfonnees ayant une 
tolerance accrue aux herbicides de la famille des phosphonomethylglycines par 
regeneration de cellules transfonnees i I'aide de nouveaux genes chimercs comportant un 
gene de toldrance h ces herbicides. 

L'invention a egalement pour objet un gtee chim^ pour confcrer aux plantes une 
toMrance accrue vis k vis d'un herbicide ayant pour cible l-EPSPS, comprenant, dans le sens 
de la transcription: une zone promotrice, eventuellement une zone peptide de transit, une 
sequence d'un gtoe codant pour une enzyme de tolerance au glyphosate et urie zone signal 
de polyadiSnylation non tiadutte en 3', caiacterise en ce que le gene de tolerance au 
glyphosate comporte, par rapport au dont U est derive, une substitution "Tlireonine 
102 par Isoleucine" dans la zone -aroA-(EPSPS). De manieie pr^feree, eUe comprend en 
outre, dans la m6me zone une substitution "Proline 106 par Serine". Ces substitutions 
peuvent Stre intioduites, ou etre presentes, dans une sequence d-EPSPS d'origine 
quelconque: notamment vegetale, bacterienne, d'algues ou de champignon. 

Les peptides de transit utUisables dans la zone de peptide de transit peuvent etre en soi 
connus, d'origine vegetale. par exemple issus de ma£s, de toumesol de pois, de tabac ou 
autres. Le premier et le second peptide de transit peuvent identiques. analogues ou 
differents. lis peuvent en outre conqaendre chacun une ou phisieurs unites peptide de 
transit selon la demande de brevet europeen EP 0 508 909. Cette zone caiacteristique a 
comme rdle de pcmiettre le relargage d-une proteine mature et native, et en particuHer 
l-EPSPS mutee ci^lessus, avec une efficacite maximale dans le compartiment plasmidique. 

La zone promotrice du gtoe chimere selon l'invention pent Stre composee 
avantageusement d'au moins un piomoteur ou un fiagment d'un piomoteur de gene 
s'exprimant naturellement dans les plantes...(tubuUne, inHons actine, histone). 

La zone signal de terminaison de la transcription non traduite en 3' du gene chimere 
pent 6tre d'origine quelconque, par exemple bacterienne teUe que celle du gSne de la 
nopaline synthase, ou vegetale teUe que celle du gene histone H4A748 d' Arabidopsis 
thcdUma selon la demande de brevet europeen (demande europeome 633 317). 

Le gene chimeie selon l'invention peut comprendre, en plus des parties essentielles ci- 
dessus, au moins une zone intezmediahe non traduite (linker), qui peut fitre localises entre 
les differentes regions transcrites decrites ci-dessus. Cette zone intecmediaire peut 6tie 
d'origine quelconque, par exemple bacteriome, virale ou vegetale. 
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Isolement d'un ADNc codant pour une EPSPS de mafe: 

Les differentes etapes, qui ont conduit a I'obtention de I'ADNc d'EPSPS de mate, qui a 
servi de substrat d rintroduction des deux mutations, sont decrites ci-dessous. Touies les 
operations decrites ci-dessous sont donnees a titre d'exemples et correspondent i un choix, 
effectue paimi les differentes m^odes disponibles pour parveiiir au m&ne r^sultat Ce 
choix n'a aucune incidence sur la qualite du resultat et par consequent, toute methode 
adaptee peut Stre utiUsde par I'homme de I'art pour parvenir au mSme rdsuhat. La plupart 
des m^thodes d'ing^nierie des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in 
Molecular Biology" Volumes 1 et 2. Ausubel F.M. et al , pubUes par Greene Publishing 
Assodaies et WUey -Interscience (1989)(Par la suite, les r6f&ences k des protocoles dicrits 
dans cet ouvrage seront not^ "lif. CPMB"). Les op&ations concemant I'ADN, qui ont it£ 
efifectudes selon les protocoles dtoits dans cet ouvrage sonl, ea particuKer les suivantes: 
Hgadon de fragments d'ADN, traitements par I'ADN polymerase de K16now et la T4 ADN 
polymerase, preparation d'ADN de plasmides et de bacteriophages X soh en 
minipreparation soit en maxi pr^aration, analyses d'ADN et d'AKN respectivement selon 
les techniques de Southern et Northern. D'autres methodes decrites dans cet ouvrage ont 6t6 
suivies, et seules les modifications ou syouts significatife i ces protocoles ont &6 d&aits ci- 
dessous. 

1. Obtention d'un fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaJiaua 

a) deux oligonucleotides 20-mers de sdquoices respectives: 
5'- GCTCTGCTCATGTCTGCTCC -3' 

5'- GCCCGCCCTTGACAAAGAAA- 3' 
ont dti synthetisis & partir de la s^qiKnce d'un gene d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
(Klee HJ. et al. (1987) MoL Gen. Genet, 210, 437-442). Ces deux oUgonudeotides sont 
respectivement en position 1523 & 1543 et 1737 k nil de la sequence publi6e et en 
orientation convergente. 

b) L'ADN total S Arabidopsis thcdiana {var. Columbia) a ete obtenu chez Qontech 
(reference catalogue: 6970-1) 

c) On melange SO nanogcammes(ng) d'ADN avec SOOng de chacun des 
oligonucleotides et soumis k 35 cycles d'amplification avec un i^pareil Pnkin-Elmer 9600, 
dans les conditions de milieu standard pour Tamplification preoonisees par le foumisseur. 
Le fragment de 204pb resultant constitue le fragment d'm^SPS d' Arabidopsis thaliana. 

2. Construction d'une bibliotfa&que d'un ADNc k partir d'une Ugne cellulaire de 
msSsBMS, 
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a) On broye 5 g de ceUules filtrees dans I'azote liquide et les acides nucldiques 
totaux extraits selon la methode decrite par Shure et al. avec les modifications suivantes: 

- le pH du tampon de lyse est ajuste a PH = 9,0; 

-apr&5 la prdcipitation par i'isopropanol, le culot est repris dans I'eau et apres 
dissolution. ajust<£ h 2,5 M UCl Aprts incubation pendant 12 h a "C, le culot de la 
centrifiigation d 15 min. k 30000g i 4°C est rcsolubilise. L'etape de precipitation 
par UCl est alors nSpdtee. Le culot resolublisi constitue la fiaction ARN des acides 
nucleiques totaux. 

b) U fraction ARN-polyA+ de la fraction ARN est obtenue par chromatographie 
sur colonne oUgo-dT cellulose teUe que decrite dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". 

c) Synth^ d'ADNc double brin h extr^t^ syntbdtique EcoRI: eUe est r&Usie en 
suivant le protocole du founiisseur des diffdrents i^actifi n&;essaixes k cette syaMse sou 
forme dHm kitcle "copy kit" de la soci^te In Vitrogen. 

15 Deux oligonucleotides simples tains et partidlement compldmentaites de 
sequences respectrves: 
5'- AATTCCCGGG -3' 

5 - CCCGGG- 3' (ce dernier <tant phosphoiyl^) 
sont Ugufo avec les ADNc double brin A extremity; fianches. 

Cette ligation des adaptateurs i^te en la creation de sites Sma I accolds aux ADNc 
double brin et EcoRI sous forme coh&ive k chaque extrclit6 des ADNC double brin. 

d) Creation de la biblioth^que: 

Les ADNc presentant k leurs extremity les sites artificiels coh6sifs EcoRI sont 

Ugu& avec le ADNc du bacteriophage XgtlO coup6 par EcoRI et d^phosphoryl^ 

> selon le protocole dufoumisseurNaew England Biolabs. 

Une aUquote de la r&ction de ligation a cti encapsid&: in vitro avec des extraits 
d'encapsidation: Gigapadc Gold selon les instructions du foumisseur, cette Ubrairie 
a 6t6 titr^e en utiUsant la bact&ie Kcoli C600A/7. la Ubrairie ainsi obtenue est 
amplifiee et stockfe selon les instructions du mSme foumisseur et constitue la 

> lit>iairiede ADNc de suspension cellulairedemaXs EMS. 



20 



3. Criblage de la biblioth£que de ADNc de suspension ceUulaire de mab EMS 
avec la sonde EPSP d'AraBidopsis thaUaua: 

Le protocole suivi est celui de "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 
2, Ausubel F.M. et al , publics par Greene Publishing Associates et Wiley-Interscience 
(1989)(CPMB). En taef, environ 10^ phages recombinants sont gtal^s sur boite LB 4 une 
density moyenne de 100 phages /cm2. Les plages de lyses sont r^pliqu^s en doubles sur 
membrane Hybond N d'Amersham. 
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h) L'ADN a ^t^ fixe sur les filtres par traitement UV 1600kJ (Stiatalinker de 
Stratagene). Les filtres iont dte prehybrides dans: 6xSSC/0,I%SDS/0,25 lait ecremd 
pendant 2h a 65^C. La sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a ete marquee au 32p.dCTP 
par "random-priming" selon les instructions du foumisseur (Kit Ready to Go de 
Pharmacia). L'activite sp^cifique obtenue est de I'order de 108 cpm par ^g de firagment. 
Aprds denaturation pendant 5 min a 100*^C, la sonde est ajoutee dans ie milieu de 
prehybridation et Thybridation est poursuivie pendant 14 heures k 55^C. Les jSltres sont 
fluorographies 48h k -80*^C avec un film KodakXARS et des dcrans renfoi9ateurs 
Hyperscreen RPN d^Amersham. Ualignement des spots positifs sur le filtre avec les boites 
d'ou Us sont issus permet de prelever, sur la boite, des zones correspondant aux phages 
piesentant une r^ponse dliybridation positive avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana. 
Cette ^tape d'etalement, transfert, hybridation, recuperation est repitee jusqu'a ce que tous 
les spots de la bolte des phages successivement purifies se r^vdlent positifs a 100% en 
hybridation. Une plage de lyse par phage indfipendant est alors prilevee dans du milieu X 
diluant (Tris-Cl pH= 7,5; MgS04 lOmM; NaCl 0,1M; g^hitine 0,1%), ces phages en 
solution constituant les clones positifi de V EPSP de la suspension cellulaire de mate BMS. 

4, Preparation et analyse de TADN des clones d'EPSP de la suspension cellulaire 
de ma& BMS. 

On a|oute environ 5.10^ phages a 20 ml de bactAries C600hfl a 2 OD 600nm/ml et 
mcubds 15 minutes a 37«C. Cette suspension est alors diluee dans 200ml de miHeu de 
croissance des bact^ries dans tm Erlen de 1 1 et agit^e dans un agitateur rotatif k 250 ipm. 
La lyse est constatde par clarification du milieu, correspondant k I lyse des bact^ries 
turbides et se produit apr6s environ 4 h d'agitation. Ce sumageant est alors trai^ comme 
dficrit dans "Current Protocols m Molecular Biology". L'ADN obtenu correspond aux 
clones d'EPSP de la suspension cellulaire de mafe BMS. 

Un a deux jig de cet ADN sont covp6s par EcoRI et separds sur gel d'^arose 
LGTA/TBE (r^f. CPMB) a 0,8%. Une demiSre verification consiste a s'assurer que Y ADN 
purifie pr&ente bien un signal dTiybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana, 
Aprte raectrophorese, les fragments d'ADN sont transferes sur membrane Hybond N 
d'Amersham selon le protocole de Southern d^crit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybride avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions d&rites au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone pr^sentant un signal dliyhridation 
avec la sonde EPSPS d'Ardbidopsis thaliana et contenant le plus long figment EcoRI a 
une taille estunee sur gel k environ l,7kpb. 



5. Obtention du clone pRPA-ML-711: 
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Dix ^g de I'ADN du clone phagique contenant rinsert de l,7kpb sont digeres par 
EcoRl et separes sur gel d'agarose LGTAHBE (ref. CPMB) k 0,8%. Le fragment de gel 
contenant Tinsert de l.Tkpb est excise du gel par coloration BET et le fragment est traite a 
la P-agarse selon le protocole du fbumisseur New England Biolabs. L'ADN purifie du 
5 fragment de l,7kpb est Ugue a 12°C pendant 14h avec I'ADN du plasmide pUC 19 (New 
England Biolabs) coupi par EcoRI selon le protocole de Ugation d^crit dans "Current 
Protocols in Molecular Biology". Deux nl du melange de Ugation ci-dessus sont utilises 
pour la transformation d'une aUquote d-E.coli DHIOB electro competentes ; la 
transformarion se feit par electroporation en utilisant les conditions suivantes: le melange 
de bact&ies competentes et et de milieu de ligation «t intrcduit dans une cuvette 
d'electroporation d'dpaisseur O^cm (Bioiad) prelablemeat refioidie k 0»C. Les conditions 
physiques de Mectropoiation utilisant un electroporateur de marque Bimad sont 2500 
Vohs. 25 uFarad et 200 Q. Dans ces conditions, le temps de d&:harge moyen de 
condensateur est de I'ordre de 4^ millisecondes. Les bactdries sont alois reprises dans I ml 
de miUeu SOC (lif. CPMB) et agitdes pendant 1 heure a 200 ipm sur un agitateur lotatif 
dans des tubes Coming de 15 mL Apr&i etalement sur milieu LB/agar supplements k 100 
ti»tel de caibdniciline» les mim-pr6parations des clones bacteriens ayant poussd aprfes une 
nuit a 37 "C est rdaUsde selon le protocole d&rit dans "Cmient Protocols in Molecular 
Biology". Aprbs digestion par EcoRI de I'ADN et separation en eiectrophorise sur gel 
d'agarose LOTA/TBE (rif. CPMB) k 0,8%, les clones prdsentant im insert de l,7kpb sont 
conserves. Une demi^ verification consiste h. s'assurer que 1' ADN purifie presente bien 
un signal dliybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana. Apihs 
reiectrophorfese, les fragments d'ADN sont transferSs sur membrane Hybond N 
d'Amersham scion le protocole de Southern dicrit dans "Cunent Protocols in Molecular 
Biology". Le fihre est hybride avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions decrites au paragraphe 3 ci^ssus. Le clone plasmidiqne presentant un insert de 
l,7kpb et hybridant avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a ete prepare h plus 
grande edielle et I'ADN resultant de la lyse des bacteries purifie sur gradient de CsCl ainsi 
que decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN purifie a ete 
partiellement sequaice avec un kit Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur et 
en utilisant comme amorces, les amoices universelles de M13 diiectes et inverses 
commandees chez le mSme foumisseur. La sequence partielle realisee couvie environ 0,5 
kpb. La sequence derivee en acides amines dans la region de la proteine mature (environ 50 
residus acides amines) presente une identite de 100% avec la sequence aminee 
cozrespondante de rePSPS mature de maifs decrite dans le brevet americain USP 4 971 
908). Ce clone coirespondant i im fragment EcoRI de l,7kpb de I'ADN de 1' EPSP de la 
suspension cellulaire de mals BMS a ete nomme pRPA-ML-711. La sequence complete de 
ce clone a ete realisee sur les deux brins en utilisant le protocole du kit Pharmacia et en 
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synthetisant des oligonucleotides complementaitres et de direction opposee tous les 250 pb 
environ. La sequence complete de ce clone de 1713 pb obtenue est presentee par SEQ ID 
I. 

S 6. Obtention du done pRPA-ML-715: 

L'analyse de la sequence du clone pRPA-ML-71 1 et en particulier la comparaison de la 
sequence d! acides amines d&ivds avec celle de mais montre une extension de sequence de 
92 pb en amont du codon GCG codant pour I'Alanine NH2.temiinale de la partie mattire de 
TEPSPS de maas (brevet am^ricain USP 4 971 908). De meme une extension de 288 pb en 

10 aval du codon AAT codant pour I'asparagine COOH-terminale de la partie mature de 
lEPSPS de mab (brevet americain USP 4 971 908) est observer Ces deux parties 
pourraient conespondre, pour Textension NH2-terminale k une portion de la sequence d'un 
peptide de transit pour la localisation plastidiale et pour Textension COOH-terminale k la 
region 3' non traduite de TADNc. 

15 Afin d'obtenir un ADNc codant pour la partie mature de I'ADNc de TEPSPS de 

mais, telle que d6crite dans 1' USP 4 971 908, les operations suivantes ont 6X6 realisees: 
a) Elimination de la region 3' non traduite: construction de pRPA-IVIL-712: 
Le clone pRPA-ML-71 1 a 6t6 coupe par Tenzyme de restriction Asel et les extremites 
resultant de cette coupure rendues fianches par traitement avec le fiagment de Klenow de 

20 TADN polymerase I selon le protocole d^crit dans CPMB. Une coi5>ure par Tenzyme de 
restriction SacII a ensuite ^t^ effectuee. L'ADN resultant de ces operations a 6t& sdpare par 
electrophorfese sur gel tfagarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 1%. 

Le fragment de gel contenant Tinsert "Asel-extrfeiites franches/SacE" de 0,4 kpb a 
ete excise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. L'ADN du 

25 clone pRPA-ML-711 a 6x6 coupi par I'enzyme de restriction Hindm situee dans le 
polylinker du vecteur de clonage pUC19 et les extremites r&ultant de cette coupure ont €t6 
rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de TADN polymerase L Une 
coupure par Tenzyme de restriction SacII a ensuite ete efifectuee. L'ADN resultant de ces 
manipulations a ete separ6 par eiectrophorfese sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 

30 0,7%. 

Le fragment de gel contenant I'insert Hindm-extremites franches/SacII de mviion 
3,7kpb a ete excis6 du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. 

Les deux inserts ont ete ligues, et 2 }il du melange de ligation ont servi a 
transformer E. coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. 
35 On analyse le contenu en ADN plasmidique de differents clones selon la procedure 

decrite pour pRPA-ML-711. Un des clones plasmidique retenu contient un insert EcoRI- 
Hindm de 1,45 kpb environ* La sequence des extremites terminales de ce clone revele que 
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rextremite 5* de Tinsert correspond exactement 4 rextremite corrcspondante de pRPA-ML- 
71 1 et que rextremite 3' tenninale presente la sequence suivante: 

" 5'-..,AArrAAGCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT-3* 
La sequence soulignee correspond au codon de I'acide amin^ COOH-terminal 
asparagine, le codon suivant conespondant au codon stop de la traduction* Les nucleotides 
en aval correspondent a des dl&nents de sequence du polylinker de pUCI9. Ce clone 
compxenant ia sequence de pRPAML-71 1 jusqu'au site de terminaison de la traduction de 
TEPSPS mature de maTs et suivie de sequences du polylinker de pUC 19 jusqu'au site 
HindED a ete nomme pRPA-ML-712. 

b) Modification de I'extremitf 5' de pRPA.ML-712: construction de pRPA- 
ML-715 

Le clone pRPA-ML-712 a &i coupe par les enzymes de restrictions PstI et Hindm. 
L'ADN resultant de ces manipulations a 6t6 s6pai6 par aectrophortee sur gel d'agazose 
LGTA/TBE (r6f. CPMB) 0,8%. Le fragment de gel contenant Tinsert Pstl/EcoRI de U kpb 
a 6t6 excise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. Get insert a 
ite mis en ligation en presence de quantite dquimol6culaire de chacun des deux 
oligonucleotides partiellement complementaires, de s^uence: 

OKgol: 5'-GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCaCCOAGGAGATCGTGCTGCA-3' 
OUgo2: 5'-<iCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATQGAGCTCGGCTC-3' 
ainsi qu'en presence d'ADN du plasmide pUC19 dig&e par les enzymes de restrictions 
BamHIet Hindm. 

Deux ^1 du melange de ligation ont servi a transformer E. coli DHIOB ainsi que 
decrit plus haut au paragraphe 5. Apres analyse du contenu en ADN plasmidique de 
difKrents clones selon la procidure decrite ci-dessus au paragraphe 5, un des clones 
prcsentant un insert tfenviron 1^ kpb a fite conserve pour analyses xilterieures. La sequence 
de rextremite 5' tenninale du clone retenu revelc que la s&juence ADN dans cctte i^on 
est la suivante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI k BamHI, suivi de la 
sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage, suivi du reste de la sequence 
presente dans pRPAML.712. Cc clone a €t€ nomme pRPA.ML.713. Ce clone presente un 
codon methionine ATG inclu dans un site Ncol en amont du codon Alanine N-terminai de 
rePSPSynthase mature. De plus, les codons alanine et glycine de rextremite N-temunale 
ont ete conservees, mais modifiecs sur la troisieme base variable : GCfiGGI initial donne 
GC£GG£modifie. 

Le clone pRPA-ML-713 a ete coupe par ren2yme de restriction HindUI et les 
extremites de cette coupure rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de 
la ADN polymerase L Une coupure par I'enzyme de restriction Sad a ensuite ete effectuee. 
L'ADN resultant de ces manipulations a ete separe par electrophorese sur gel d'agaiose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) 0,8%. Le fragment de gel contenant rinsat "Hindlll-^xtremites 
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franches/SacI" de 1,3 kpb a 6t6 excise du gel et purifie selon le protocole decrit au 
paragraphe 5 ci-dessus. Cet insert a 6te mis en ligation en presence d'ADN du plasmide 
pUC19 digere par I'enzyme de restriction Xbal et les extremit^s de cette coupure rendues 
franches par traitement avec ie fragment de Klenow de I'ADN polymerase I. Une coupure 
par I'enzyme de lestiiction SacI a ensuite ete effectuee. Deux jil du melange de Ugation cm 
servi a transformer £ coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. Aprfej 
analyse du contenu en ADN plasmidique de difKrents clones selon la procedure dterite ci- 
dessus au paragraphe 5, un des clones prdsentant un insert d'environ U kpb a conserve 
pour analyses ulterieures. La sequence des extr6mit& temiinales du clone retenu rdvfele que 
la sequence ADN est la suivante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI a SacI, 
sdvie de la sequence des oligonucleotides utilise lors du clonage deldtee des 4 pb GATCC 
de I'oHgonud&tide 1 dtoh ci-dessus. suivi du teste de la s&pience presente dans pRPA- 
ML-712 jusqu'au site Hindm et sequence du polylinker de pUC19 de Xbal k HindllL Ce 
clone a iti nommi pRPA-ML-715. 

7) Obtention d'un ADNc codant pour nne EPSPS de mais mut^e 

Toutes les Stapes de mutagendse ont 6t6 rdalisees avec Ie U.S.E. mutagenesis kit de 
Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur. Le principe de ce systeme de 
nuitogsnfese est le suivant: I'ADN plasmidique est denature par la chaleur et i^assodi en 
pr6sence d'un execs molaire d'une part de I'oligonucldotide de mutagdn&se, et d'autre part 
d'un oligonucleotide permettant d'^limmer un site d'enzyme de restriction unique pr&ent 
dans le polylinker. Aprds I'^pe de r^association, la synthase du brin complementaire est 
reaUste par Taction de la T4 ADN polymerase en presence de T4 ADN ligase et de proteine 
du gtee 32 dans uii tampon s^jproprie foumi. Le produit de synthese est incub^ eh presence 
de I'enzyme de restriction, dont le site est suppose avoir disparu par mulag6n6se. La souche 
d'£. coli pr^sentant, en particulier. la mutation mutS est utilise comme hdte pour la 
transformation de cet ADN. Aprte croissance en naiUeu liquide. I'ADN plasmidique total 
est prepare, incubS en presence de I'enzyme de restriction utUisee pr^c&iemment Apres ces 
traitements, la souche d'E. coli DHIOB est utiUs^e comme h6te pour la transformation. 
L'ADN plasmidique des clones isolfe est prepare et la presence de la mutation introduite 
vdrifite par siquengage. 

A)- modifications de sites ou de s^uence sans incidence a priori sur ie caract^e 
de r&istance de I'EPSPS de mab auz produits inhibiteurs comp£titi& de I'activitf 
EPSP synthase: Elimination d'un site Ncol interne de pRPA-ML-715. 

La sequence de pRPA-ML-715 est mmierotee arbitrairement en plajant la ptemifire 
base du codon Alanine N-tenninal GCC en position 1. Cette sequence presente un site 
Ncol en position 1217. L'oligonucltotide de modification du site pr&oite la sequence : 
5'-CCACAGGATGGCGATGGCCTTCTCC-3'. 
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Apres scqucn9age selon les references donnees ci-dessus, la sequence lue apres 
mutagenese correspond k celle de I'oligonucleotide utilise, Lc site Ncol a bien ete ^limine 
et la traduction en acides amines dans cette region conserve la sequence initiale presente 
surpRPA-ML-715. 

Ce clone a ete nommi pRP A-ML-7 1 6. 

La sequence de 1340 bp de ce clone est prisentee SEQ ID N*" 2 et SEQ ID N** 3. 

B) modifications de s£qaence pennettant raugmCTitation dn caractire de 
resistance de TEPSPS de mats aiiz produits inhibiteurs comp6titi& de Vzctiviti EPSP 
synthase. 

Les oligonucleotides suivants ont 6X6 utilises : 

a) mutation Thr 102 He. 

5'.GAATGCTGGAATCGCAATGCGGCCATTOACAGC-3' 

b) mutation Pro 106 Sen 
5'-GAATGCTGGAACTGCAATGCGGTCCTTGACAGC-3' 

c) mutations Gly 101 Ala et Thr 102 De. 
5'-CTTGGGGAATGCTOCCATCGCAATGCGGCCATTG.3' 

d) mutations Thr 102 «^ Beet Pro lOe^^Ser. 
5*-GGGGAATGCTGGAATCGCAATGCGGTCCTTGACAGC-3' 

Aprfes sequen9age, la sequence lue apres mutag&dse sur les trois fragments mutes est 
identique k la s&]uence de I'ADN parental pRPA-ML.716 4 I'exception de la region 
mutag^n^isde qui correspond k celle des oligonucltotides de mutagdnfese utilis6s.Ces 
clones ont 6t6 nommds : pRPA-ML-717 pour la mutation Thr 102 ^ lie, pRPA.ML-718 
pour la mutation Pro 106 ^ Ser, pRPA.ML-719 pour les mutations Gly 101 Ala et Thr 
102 ^ He et pRPA-ML-720 pour les mutations Thr 102 «^ He et Rro 1 06 Ser. 

La sequence de 1340 bp de pRPA-ML-720 est presentee SEQ ID N*» 4 et SEQ ID N** 5. 

L'insert NcoI-HiadHI de 1395 pb est a la base de toutes les constructions utilis&s pour 
la transformation des plantes pour Tinlroduction de la r^istance aux herbicides inhibiteurs 
competitifs de I'EPSPS et en particulicr la resistance au glyphosate. Get insert sera nommi 
dans la suite des descriptions "le double mutant de I'EPSPS de mafs". 



Tolerance au glyphosate des diffiSrents mutants in vitro. 
2.a: Extraction de TEPSP synthase. 
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Les difKrents genes d'EPSP synthases sont introduits sous forme d'une cassette Ncol-Hindm 
dans le vecteur piasmidique pTrc99a (Pharmacia, ref : 27-5007-01) coupe par Ncol et 
Hindm. Les E. coli DHIOB recombinantes surexprimant les differents EPSP synthases sont 
soniqu^es dans 40 ml de tampon par 10 g de cellules culottees et lavees avec ce meme 
tampon (tris HCl 200 naM pH 7,8, mercaptoethanol 50 mM, EDTA 5 mM et PMSF 1 mM) 
auxquels on ajoute 1 g de polyvinylpinolidone. La suspension est agit^ pendant 15 minuted 
k 4''C, puis centrifuges 20 minutes k 27000g et 4'*C. 

Le sumageant est additionn^ de sulfate d'anmionium pour amener la solution k 40% de la 
saturation en sulfete d'ammonium. Le melange est centrifuge 20 minutes k 27000g et 4<'C. 
Le nouveau sumageant est additionne de sulfate d'ammonium pour amener la solution k 70% 
de la saturation en sul&te d'ammonium. Le melange est centrifuge 30 minutes k TJOOQg et 
4«e. L-EPSP synthase, prdsente dans ce culot prot^ique, est reprise dans 1 ml de tampon (tris 
HCl 20 mM pH 7,8 et mercaptoethanol 50 mM). Cette solution est dialys6e unc nuit contr^ 
deux litres de ce meme tampon & 4*'C. 
15 2.b: Activite eiuymatique. 

Uactivite de chaque enzyme ainsi que sa resistance au glyphosate est mesuree in vitro sur 10 
minutes & 37'C dans le melange reactionnel suivant: adde maleique 100 mM pH 5,6, 
phospho6iol pyruvate 1 mM, shikimate-3-phosphate 3 mM (prepare selon Knowies P J. et 
Sprinson D.B. 1970. Methods in Enzymol 17A. 351-352 a partir de Aerobacter aerogenes 
strain ATCC 25597) et fluorure de potassium 10 mM. L'extrait enzymatique est sgoute au 
dernier moment aprfts I'addition de glyphosate dont la concentration finale varie de 0 4 20 
mM. 

L'activite est mesuree par dosage du phosphate Ubere selon la technique de Tausky H. A. et 
Shorr E. 1953. J. BioL Chem. 202, 675-685. 
> Dans ces conditions, Fenzyme sauvage (WT) est inhibee k 85% des la concentration de 0,12 
mM de glyphosate. A cette concentration, I'enzyme mutante comme Serl06 n'est inhibee' 
qu'i 50% et les trois autres mutants Ilel02, nel02/Serl06, Alal0imel02 ne sont pas ou peu 
inhibees. 

n faut muItipUer la concentration de glyphosate par dix, soit 1,2 mM, pour inhiber I'enzyme 
mutante Del 02 k 50%, les mutants nel02/Serl06. Ala^e et Ala n'etaat toujours pas inhibes. 

n &ut noter que l'activite des mutants Ala/De et Ala n'est pas inhibee jjtsqa'k des 
concentrations de 10 mM de glyphosate, et que celle du mutant nel02/SerI06 n'est pas 
reduite meme si la concentration en glyidiosate est multipliee par 2, soit 20 mM. 

Exemple 

Resistance des plantes de tabac transformes. 



20 



1-1- Transformation. 
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Le vecteur pRPA-RD-173 est introduit dans la souche d'Agrobacterium tumefaciens 
EHAlOl (Hood et al.,1987) porteuse du cosmide pTVK291 (Komari et al.,1986). La 
technique de transfonnation est basee sur la procedure de Horsh et al.(1985). 

1-2- Regendiation. 

La regdn^on du tabac PBD6 (provenance SETTA Fiance) a partir d'explants 
foliaires est r^alis^e sur un mUieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 200 ^g/ml de kanamycine. Les explants foliaires sont prelevfe sur des 
plantes cultivees en serre ou in vitro et transfoimtes selon la technique des disques fbliaires 
(Science.l985,Vol 227,p. 1229- 1231) en trois Stapes successives: la premiere comprend 
I'induction des pousses sur un miUeu additionne de 30g/l de saccharose contenant 0,05 
mgA d'adde napfatylacftique (ANA) et 2mg/l de benzylaminopuiine (BAP) pendant 15 
jours. Les pousses form&es au cours de cette ^e sont ensuite dcSveloppees pendant 10 
jours par culture sur un miUeu MS additionniS de 30g/l de saccharose mais ne contenant 
pas d-hormone. Puis on preldve des pousses d^velopp&s et on les cultive sur un miUeu 
d'enracinement MS k teneur moiti^ en sels, vitamines et sucre et ne contenant pas 
d-hormone. Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracin^es sont passees en terre. 
1-3- Resistance au glyphosate. 

Vingt plantes transform^ ont €x& t6g€o&t€e& et passdes en sene pour la construction 
pRPA-RD-173. Ces plantes ont €x6 trait^es en seite au stade 5 feuilles avec unc suspension 
acqueuse de RoundUp cotrespondant k 0,8kg de mati&B active glyphosate par hectare. 

Les r&uitats correspondent k I'observation d'indices de phytotoxicit^ relevfe 3 semaine 
aprfes ttaitement Dans ces conditions, on constate que les plantes transfonn&s par la 
construction pRPA-RD-173 pr^sentent une trfas bonne tolerance alors que les plantes 
t^moins non transform^es sont conqd^tement dftruites. 

Ces resultats montrent clairement I'amelicMration i^)pQrt6e par I'utilisation dhin g&ne 
chimfere selon I'invention pour un mfime g&ne codant pour la tol&ance au glyphosate. 

ETemnle 4; 

Transformation et selection de cellules de mais. 

Des ceUules de mais BMS (Black Mexican Sweet) en phase exponentieUe de 
croissance sont bombard^ avec la contniction pRPA-RD-130 selon le principe et le 
protooole dtoit par Klein et al 1987 ( BQein TM, Wolf ED, Wu R and Sandford JC (1987): 
High velocity miraoprojectiles for delivering nucleic acids into livings cells NATURE vol 
327 p 70-73) 

Deux jours aprte le bombardement, les cellules sont transf&fcs sur le m&ne milieu 
contenant 2mM de N(phosphom^yl)glycine. 
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Aprds 8 semaines de s6Iection sur ce milieu, des cals se ddveloppant sont 
sdlectionn^s puis amplifies et analyses par PGR et revfilent clairement la pi^nce du gtoe 
chimera PTO-EPSPS. 

Les ceUules non bombardees et mises en croissance sur le meme milieu contenant 
2mM de N(phosphom6thylglycine) sont bloquees par I'herbicide et ne se d^veloppent pas. 

Les plantes transfotmies selon l-invention peuvent etre utiliabs comma parents pour 
robtention de lignfes et dliybrides ayant le caracteie phenotypique coirespondant k 
I'expression du gtoe chim^ intioduit 



wo 97/04103 



PCT/FR96/01125 



14 



Description des constructions des plamides 

pRPA-RD-124: Addition d'un signal de polyadenylation "nos" a pRPA-ML-720 avec 
5 creation d'une cassene de clonage contenant le gene d'EPSPS double mutant de mais (Thr 
102 He et Pro 106 -> Ser). pRPA-ML-720 est digere avec Hind EI, traite avec le 
fragment de Klenow de T ADN polymerase I d'R coli pour produire ime exiremite franche. 
On effectue une seconde digestion avec Nco I et le ftagment EPSPS est purifie. Le gene 
EPSPS est ensuite ligu6 avec pRPA-RD-12 purifie (une cassette de clonage contenant le 
10 signal de polyadenylation de la nopaline synthase) pour donner pRPA-RD.124. Pour 
obtenir le vecteur pRPA-RD-12 purifie utile, il a fellu que ceiui-ci soit prdalablement 
digere par Sail, traite avec TADN polymerase de Klenow, puis digere une seconde fois avec 
NcoL 

pRPA-RD-125: Addition d'un peptide de transit optimise (PTO) a pRPA-RD-124 avec 

1 5 creation d W cassette de clonage contenant le gene d'EPSPS dble sur les plasmides. 

pRPA-RD-7 (demande de brevet europeen EP 652 286) est digeree avec Sph I, traite avec 
la T4 ADN polymerase, puis digeree avec Spe 1 et le fiagment PTO est purifi*. Ce 
fragment PTO est clone dans pRPA-RD-124 qui a ix& prealablement digeree par Ncol, 
traite avec TADN polymerase de Klenow pour enlever la partie protuberante 3', pxiis 

20 digeree par Spe L Ce clone est alors sequence pour assurer la fusion traductionnelle 
conrecte entre le PTO et le gene d'EPSPS. On obuent alors pRPA-RD- 125. 

pRPA-RD-130: Addition du promoteur d'histone de mais H3C4 et de sequences 
d'intron 1 adhl de pRPA-RD-123 (demande de brevet EP 507 698) a pRPA-RD.125 avec 
creation d'une cassette pour expression dans les plantes pour I'expression du gene d'EPSPS 

25 double mutant dans les tissus de monocotyl6dones. pRPA-RD-123 (une cassette contenant 
le promoteur d'histone de mais H3C4 fiisionne avec Tintron 1 adhl) est digeree avec Nco I 
et Sac L Le fragment d'ADN contenant le promoteur derive de pRPA-RD.123 est ensuite 
purifie et Iigu4 avec pRPA-RD-125, qui a 6t6 prealablement dig&6 avec Nco I et Sac L 
pRPA-RD-159: Addition du promoteur double d'histone de d*arabzdopsis H4A748 

30 (demande de brevet EP 507 698 ) a pRPA-RD-125 avec creation d'une cassette pour 

expression dans les plantes pour Texpression du gene "PTO- gene d'EPSPS double mutant" 
dans les tissus de dicotyledones. pRPA-RD-132 (une cassette contenant le promoteur 
double H4A748 (demande de brevet EP 507 698)) est digeree avec Nco I et Sac I. Le. 
fragment puiifi^ du promoteur est ensuite clone dans qui a etc digere avec Eco I et Sac I. 

35 pRPA-RD.173: Addition du gene "promoteur H4A748-PTO-gene d'EPSPS double 

mutant" de pRPA-RD-159 dans piasmide pRPA-BL-150A (demande de brevet europeen 
508 909) avec creation d'un vecteur de transtormz^onAgrobacterium^tumefaciens, pRPA- 
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RD-I59 est digcre avec Not I et traite avec ia polymerase de Klenow. Ce fragment est 
ensuite clone dans pRP A-BL- 1 50A avec Sma I. 
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(xil SEQUENCE DESCRIPTIONS SEQ ID HO:l: 

AATCAATTTC ACACAGGAAA CAGCTATGAC CATGAITACG AATTOGGGCC OGGGCGCGTG 60 

ATCOGGCGGC GGGAGC66CG 6CGGCGGTGC AGGOGGGTGC OGACGAGATC GTGCTGCASC 120 

OCKICAAGGA GATCTOOSOC AOOBTCAASC TGCOGGGGTC CAASTC«CTT TOCAAOOGGA 180 

TOCTCCZACI O6CO60CCT6 TGOGAGG(56A CAACA6TGGT TGATAAOCTG CIGAACA6T6 240 

AGGATGTOCA CtACATGCTC 6GG60CTTGA GGACTCTTGG TCTCXCIQTC 6AAGOG6ACA 300 

AAGCTGGCAA AACAGCTGTA 6TTGTT<3GCT GTG6TGGAAA GTTOOCAGTT GAGGATGCCA 360 

AAGAG6AA6T GCASCTCTTC TTGGGGAATG CTGGAACTGC AATGOGGOCA TTGACAGCAG 420 

CTGTTACTGC T6CTGGTGGA AATGCAACTT AOQTGCTTGA TGGASTAOCA AiSAATGAGGG 480 
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AnwjAcccAT Tfjf-ron/vrrrG «ttgtcooa'p toaacx^xtt Twrwx^CAT r.TTOATrcrr S40 

Tccrrf;<ravc TOAcrr^cccA ccTfrrrcrrrG tgaatggaat oggaoogcta cctggtggca aoo 

/VifTTCAA^JCT GTCTOOCTCC ATCACCAGTC AGTACnOAG TOCCTWCrr, ATGGCTGCTC 660 

^TrrnCCTCT W.Gr;ATrrrG GACSATTGAAA TCATTGATAA ATTAATCTCC ATTCCCTACG 720 

TCGAAATGAC ATTGAGATTG ATGGAGCGTT TTGGtGTGAA AGCACAGCAT TGTGATAGCT 780 

GGGACAGATT CPACATTAAQ QGAGGTCAAA AATAGAAGTC CCCTAAftAAT GOCTATGTTG 840 

AAGGTGATGC CTCAAGGGCA ASCtATTTCT TGGCIGGTGC TGCAATTACT GGAGGGACTG 900 

7GACTGTGGA AGGTTGTGGC ACCAOCAGTr TGCASGGTGA TGTGAAfiTTT GCTGASGTAC 960 

TGGAGATGAT GGQAGCGAAG GTTACATGGA CCGAOACTAG CGTAACTGTT ACTGGCCCAC 1020 

CGCGGGAGCC ATTTGGGAGG AAACACCTCA AGGCGATTGA TGTCAACATG AACAAGATGC 1080 

CTGATOECGC CATGACXCTT GCtGTGGTTG CCCTCTTTGC CGATGGCCCQ ACA6CCATCA 1140 

GAGAOGTGGC TTCCTGGAGA 67AAAGGAGA OOGAGAGGAT GGTTGOGATC CGGAGGGMSC 1200 

TAAOCAAGCT GGGAfiCATCI GTTGAGGAAG GG0C3GGACTA CTGCAtCATC ACGOOGqOGG 1260 

AfiAAGCTGAA CGTGACGGOQ AT06ACA06T ACGAOSAOCA CAGGKrCGGC ATGQOCTTCT 1320 

OOCrrGCOGC CTGTGCOGAG GTCCCCGTCA CCATOCGGGA OOCTGGGTGC AOCCGGAAGA 1380 

OCTTOOOCSBA CTACTTOGAT GIGCTGAGGA CTTTOGTCAA GAATTAATAA AGOGTGOGAT 1440 

ACTAOCROSC AGCTrGMITG AAGTGMTAGQ CrTSTGCTOA GGAAATACKr TTCTTTT G TT 1500 

CraTTTTTCT CmCAOGGG ATPAAffWTT GAGTCTGTAA CGTrAGTTGT TTGTAGGAAS 1560 

WrcrATTTC GGATCrrAAG rrTGTGCACT GTAASCCAAA TTTaOTTCA AGAGtGGTTC 1620 

GTTGGAATAA TAAGA^TAAT AAATTAOGTT TCAGTGAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 1680 



AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAOGCGGGAA TTC 1713 

12) INFORNATZON EX9R SEQ ID NO: 2: 

(it SEQUENCe CHARACTERZSTZCS: 

CA1 LENGTH: 1340 base pairs 
(BJ TYPE: nucleic acid 
(C) STRANDEONESS : double 
(0) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECXJLE TYPE: cONA 

Ivil ORIGINAL SOURCES 

(A) ORGANISM: Zea mays 

IB! STRAINx Black Mexican Sveet 

Ivii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CXX)NEx pRPA<-ML-716 

(ix) FEATURE: 

(A) NAME/KEY: CDS 

IB) LOCATION: 6.. 1337 

(Ki) SEQUENCE OBSCRIFTIONs SEQ 10 NO: 2: 

GOVrO OOC QGC- GCC GAG GAG ATC GTG CTG C^G OOC ATC AAG GAG ATC 47 
Ala Gly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro Ila Lys Glu lie 
lb 10 

TCC GGC AOC GTC AAG CTG OCQ 66G TCC AAG TOG CTT TCX: AAC OGG ATC 95 
Ser Gly Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lye Ser Leu Ser Asn Ary lie 
IS 20 25 30 

CTC CTA CrC GOC GOC CTG TCC GAG GGG ACA ACA GTG GT7 GAT AAC CTG 143 
Leu Leu Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 
35 40 45 

CTG AAC AGT GAG GAT GTC CAC TAC ATG CTC GGG GOC TTG AGG ACT CTT 191 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 
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^5 flO 

GOT C7C tCT CrC GAA CCG GAC AAA OCT CCC AAA AGA OCT vrA fTTf OTT 
OLy Luu Ser Vnl Clu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arq Ala Val V.ii v.il 

70 7«i 

tyiC TCT GOT C«A AAU TTC CCA CTT GAO GAT GCT AAA GAfi GAA GTG CAG 
Gly Cys Giy Giy Lys Phe Pro Val 01 u -Asp Ala Lya Glu Glu VaI Gin 
80 85 90 

CTC TTC TTG GGG AAT GCT GGA ACT GCA ATG CGG CCA TTG ACA GCA GOT 
Leu Pho Leu Giy Asn Ala Gly The Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala 
35 100 105 110 

GTT ACT GCT GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAG GTG CTT GAT GGA GTA CCA 
Val Thr Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro 
115 120 125 

AGA ATG A6G GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAG CAG 
Arg Met Arg Glu Arg Pro lie Gly Aap Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
130 135 140 

CTT GGT GGA GAT GTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA OCX GTT 
Leu Gly Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
145 150 155 

GGT GTC AAT GGA ATC GGA GGG CIA CCT GGT GGC AAA GTC AAO CTG TCT 
Arg Val Asn Gly Zle Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 
160 165 no 

GGC TOC ATC AGC AGT CAG TAG TTG AGT GOC TTG CTG ATG GCT GCT OCT 
Gly Ser lie Ser Ser Gin Tyr Leu S«r Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
I'S 180 185 190 

TTG GCT err GGG GAT GTG GAS ATT GAA ATC ATT OAT AAA TTA ATC TCC 
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu Zle Glu He Ha Asp Lys L«u He Ser 
195 200 205 

ATT CCS TAG GTC GAA ATO ACA TTG AGA TTG ATG GAG OGT TTT GGT GTG 
He Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Mac Glu Arg Phe Gly Val 
210 215 220 

AAA GGA GAG CKT TCT GAT AGC TGG GAC AGA TTC TAG ATT AAG GGA GGT 
Lys Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Pho Tyr He Lys Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAG AAG TOC CCT AAA AAT GGC TAT GTT GAA GGT GAT GOG TCA 
Gin Lys Tyr Lys Ssr Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Sor 
240 245 250 

AGC GCA AGC TAT TTC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 
Ser Ala Ser Tyr Phe l.au Ala Gly Ala Ala lis Thr Gly Gly Thr Val 
255 260 265 270 

ACT GTG GAA GGT TGT GGC AOC AGC AGT TTG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 
Thr Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
275 280 285 

GCT GAG GTA CTG GAS ATG ATG GGA GOG AAG GTT ACA TGG AGC GAS ACT 
Ala Glu Val Leu Glu Met Mot Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 
290 295 300 

AGC GTA ACT GTT ACT GGC CCA 005 CSO GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 
Ser Val Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
305 310 315 

CTC AAG GGG ATT GAT GTC AAC ATG AAG AAG ATG OCT GAT GTC GGC ATG 
Leu Lyo Ala Zla Asp Val Asn Mst Asn Lys Mat Pro Asp Val Ala Net 
320 325 330 

ACT CTT GCT GTG GTT GOC CTC TTT GOC GAT GGC COG ACA GCC ATC AGA 
Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg 
335 340 345 350 

GAC GTG GCT TOG TGG AGA GTA AAG GAG ACC GAG AGG ATG GTT GCG ATO 
Asp Val Ala Sor Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He 
355 360 365 

OG6 A06 GAG CTA AOC AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG COG GAG 
Arg Thr Glu Leu Thr Lys Lau Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
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J70 375 380 

TAC TCC ATC ATC AOO OCC OC3f3 CAC AAG CTO AAC GTG AOS GCG ATC GAC H99 
Tyr CytJ llo Cio Thr Pro Pro Olu Lys Leu A»n Val The Ala Aep 
JH'i 390 J9.«i 

Aa; TAC GAC GAC CAC AGG ATO GCC ATG GCC TTC TCC CrT GCC GOC TGT 1247 
thr Tyc Ac:p Asfp His Acg Mec Aia Met Ala Phe Ser L«u Ala Ala Cys 
400 405 410 

GCC GAG GTC CCC GTC ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACc' 1295 
Ala Glu Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr 
420 425 430 

TTC CCC GAC TAC TTC GAT GIG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 1337 
Phe Pro Aap Tyr Pho Asp Val Leu Ser Thr Pho Val Lys Asn 
435 440 



TAA 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENCE CKARACTERISTICS: 

(Al LSNGTHs 444 amino acids 
(Bl TYPBs amino acid 
tD) TOPGLCGY: linear 

(11) MOLECULE TYPE: protein 

(Xl) SEQUENCE neaCRIPTION: SEQ 10 NO:3: 

Ma Gly Ala Glu Glu tie Val Leu Gin Pro lie Lys Glu He Ser Gly 
lb 10 15 

Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He Leu Leu 
20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
35 40 45 

Set Glu Asp Val Hia Tyr Met Leu Gly Ala Leu Ar^ Thr Leu Gly Leu 
50 55 60 

Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 
65 70 75 80 

Gly Gly Lys Ph« Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 
85 90 95 

Leu Gly Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala Val Thr 

100 105 110 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
130 135 140 

Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
X45 ISO 155 160 

Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser Gly Ser 
165 170 175 

He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 
180 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Lys Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr lie Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 
245 250 255 



1340 
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?:..fr Tyc eni> Ctau AUi Oly AIn Ala tlo Thr Gly Oly Thr Va L Thr Val 
^*iO 2H5 270 

Oly Cy« fJly The The Sor Leu tiln Gly Asp Vai Lya Ph© Ala Glu 
275 200 2H5 

V.i» Leu fJlu Mot Met Oly Ala Lys Val The Tcp Thr Glu Thr Ser Val 



2^0 295 



300 



Thr Vai Thr Giy Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys 
310 3t5 320' 

Ala He Asp Val Asn Met Aan Lya Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 
325 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 
3<0 34S 350 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He Arg Thr 
3S5 360 365 

Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cys 
370 375 3B0 

lie He Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp Thr Tyr 
385 390 

Asp Asp Kts Arg Met Ala Met Ala Phe Sor Leu Ala Ala Cys Ala Glu 
<05 410 

Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
«20 425 430 

Asp Tyr Pha Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 

(2) ZNFORMATXOM FOR SEQ 10 NO: 4: 

(i) SEQUENCE CHARACTCRXSTXCS s 

CA) LENGTH: 1340 base pairs 

CB) TYPES nucleic acid 
(C) STRANDEONESS: double 
ID) TOPaLOGYs linear 

(ii) MOLECULE TYPE; cDNA 

ivi) ORIGINAL SOURCE: 

(Al ORGANISMS Eea nays 

(Bl STRAIN: Black Mexican Sweet 

(vlil IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: pRPA-ML-720 

lix) FEATURE: 

(A) KAME/KBY: COS 
(Bl LOCKTZQNt 6.. 1337 



(xl) SEQUENCE QBSCRZPTZON: SBQ ID NO: 4: 

OCATG GOC GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC AlC AAG GAG ATC 47 
Ala Gly Ala Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu He 
1 9 10 

TCC GGC ACC 6TC AAG CTG OCG GG6 TOC AAG TOO CTT TCC AAC OGQ ATC 95 
Ser Gly Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 
15 20 25 30 

etc CTA CrC GOC GOC CTG TCC GAG 6G6 ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 143 
Leu Leu Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 
35 40 45 

CIG AAC AGT GAS GAT GTC CAC TAG ATG CTC 6GG GCC TTO AG6 ACT CTT 191 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 
50 55 60 

6GT CTC TCT GTC GAA GCG GAC AAA GCT GCC AAA AGA GCT GTA GTT GTT 239 
Oly Leu Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val 
65 70 75 



wo 97/04103 21 



<jr.C 't<7X GfTT r,r,A AAr; Trc CCA GTT (iAU GAT CCr AAA r,AO GAA 0Tf3 CA« 
fUy Cya Gly (.Uy Uyu Phe Pro Val Olu Anp Aia Lyu Glu Olu Vn L Gin 
«0 85 tJO 

CTC TTC TT<; rKVJ aaT r.CT CGA ATC GCA ATO C<y5 TCC TPi ACA CCA tXTt 
L«u Pho Leu Gly Asn Ala Oly tie Ala Mwt Arg g«r L«fu fhr AU Ala 
100 105 110 

m ACT GCT OCT »jCT GGA AAT GCA ACT TAC GTG CTT GAT OGA GTA CCA 
Val The Ala Ala Gly Gly Asn Ala The Tyr Val I-«u Asp Gly Val Pro- 
115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG CTT GTC GGA TTG AAG CAG 
Arg Met Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
130 135 140 

CTT GGT GCA GAT GTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA CCT GTT 
Leu Gly Ala Asp Val Aap Cys ?he Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
1*5 150 155 

CGT GTC AAT GGA ATC GGA GGG CTA CCT GGT GGC AAG GTC AAG CTG TCT 
Arg Val Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 
1«0 165 170 

€GC TCC ATC AGC AGT CAG TAC TTG AGT GOC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 
Gly Ser He Ser Ser Gin Tyr Leg Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
^'^^ 180 185 190 

TTG GCT CTT GGG GAT GT6 GAG ATT GAA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 
Lou Ala Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Lys Leu Zle Se^ 
195 200 205 

ATT CCG TAC GTC GAA ATG ACA TTG AGA TTG ATQ GAG CGT TTT GGT GTG 
He Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 
210 215 220 

AAA GCA GAG CAT TCT GAT ASC TGG GAC AGA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 
Lys Ala Glu His Ser Asp Ser Tcp Asp Arg Phe Tyr Ila Lys Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAC AAG TCC CCT AAA AAT GCC TAT GTT GAA GGT GAT GCC TCA 
Gin Lys Tyr Lys Ser Pro Lys Aan Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
240 245 250 

AGC GCA AGC TAT TTC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT CTG 
Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val 
255 260 265 270 

ACT CTG GAA GCT TOT GGC AOC ACC AGT TTG CAG GCT GAT CTG AAG TTT 
Thr Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
275 280 285 

GCT GAG GTA CTG GAG ATG ATG GGA GCG AAG CTT ACA TGG AOC GAG ACT 
Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 
290 295 300 

AGC CTA ACT GTT ACT GGC CCA CCG CGG GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 
Ser Val Thr Val The Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
305 310 315 

CTC AAG GCG ATT GAT GTC AAC KSQ AAC AAG ATG CCT GAT CTC GOC ATG 
Leu Lys Ala Zle Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met 
320 325 330 

ACT CTT GCT CTG GTT GCC CTC TTT GCC GAT GGC CCG ACA GOC ATC AGA 
Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg 
335 340 345 350 

GAC GTG GCT TCC TGG AGA GTA AAG GAG AOC GAG AGG ATG GTT GOG ATC 
Asp Val Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Mat Val Ala He 
355 360 365 

CGG ACQ GAG CTA AOC AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG CCG GAC 
Arg Thr Glu I*eu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
370 375 380 

TAC TGC ATC ATC A06 COG GOG GAG AAG CTG AAC GTG ACG GCG ATC GAC 
Tyr Cys Zle He Thr . Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp 
385 390 395 
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AaS TAG C5AC GAC CAC AHG ATG GCG ATC GCC TtC TCC CTT GCC CCC TGT 
Thr Tyr Asp Acsp UIh Arg Mut Ala Met Ala Pho fler Leu Ala Ala Cys 
400 405 410 

CCC GAG GTC CCC fJTC ACC ATC CCG GAC CCT GOO TGC ACC CGG AAG ACC 
AU Glu Vai PcQ Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cya Thr Arg Lys Thr 
^1-5 420 425 430 

TTC CCC GAC TAG TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Phe Pro Asp. Tyr Pha Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 

TAA 



1247 



1295 



1337 



1340 



t2l INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5: 

III SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 444 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
iO) TOPOLOGY: linear 

(11) MOLECULE TYPES protein 

Ul) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5: 

Ala Qly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro lie Lys Glu He Ser Gly 
15 10 15 

Thr Val tys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He Leu Leu 
20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Aop Asn Lou Lau Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val His Tyr Mot Leu Gly Ala Leu Arg Thr Lou Gly Leu 
50 55 60 

Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Qly Cys 
«5 70 75 80 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Lau Phe 
85 SO 95 

Leu Gly Asn Ala Gly tie Ala Met Arg Ser Leu Thr Ala Ala Val Thr 
100 105 110 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro He Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
130 135 140 

Ala Asp Val Asp cys Phe Leu Gly Thr Asp cys Pro Pro Val Arg Val 
150 155 160 

Asn Gly He Gly Gly Lau Pro Gly Gly Lys Val I*ys Leu Ser Gly Ser 
165 170 175 

He Ser Ser Gin Tyr Lau Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 
180 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Vya Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Mot Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 
245 250 255 

Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 
260 265 270 

Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 
275 280 285 
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Val Leu <5lu Mwt Mot Cly Ala Lya Vol Thr Trp Thr Olu TThr Ser Val 
Z^^O 295 300 

The Val Thr Gly Pco Pro Arq Glu Pro Phe Gly Ar<j Lys His Leu Lys 
JO'* 310 315 320 

AlA tlw A:3p Val Atfn MBt Asn Lys Met Pro A»ip Val Ala Met Thr Leu 
225 J30 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 
340 345 350 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He Arg Thr 
355 360 365 

Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cys 
S-JO 375 380 

He He Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp Thr Tyr 
. 385 390 395 400 

Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 
405 4X0 415 

Val Pro Val Thr Ho Axg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
420 425 430 

Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phs Val Lys Asn 
435 440 
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REVENDICATIONS 

1. Gfenc ADN codant pour une 5-enol pyruvyishikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) 
mut&, caractcrise en ce qu'il comprend au moins une substitution Threonine 102 

5 Isoleucine. 

2. G6ne ADN selon la revendication 1, caracteris6 en ce qu'U compiend en plus au 
moins une seconde mutation dans I'EPSPS, distincte de la prcmiftre. 



10 



15 



3. GSne ADN scion la revendication 2, caractcrise en ce qu'il comprend en plus une 
mutation constitu6e par une substitution Proline 106 par la Serine. 

4. Gfene ADN selon la revendication 2, caractdrisi en ce qu'il comprend en plus une 
mutation constituC par une substitution de la Glycine 101 par rAlanine. 

5 G6ne ADN selon I'une des revendications 1 i 4. caracterisd en ce qu'il est d'origine 
bact^rienne. 

6. Cine ADN selon la revendicaiion 5. caracteris6 en ce qu'il est issu d'une bact&ie du 
genre Salmonella typMmurium. 

7. Gene ADN selon I'une des revendications 1 & 4. caracterisi en ce qu'il est d'origine 
v£g6tale. 

8. GSne ADN selon la revendication 7. caractCrise en ce qu'il est d'origine de maiS. 

9. Proteine EPSPS mut& caract^riste en ce qu'elle comprend au moins une 
substitution de la Threonine 102 par I'isoleucine. 

10. Ginc chim&ique comprenant une sequence codante ainsi que des Pigments de 
regulation en position 5' et 3' h6t&ologues pouvant fonctionner dans les plantes. caract6ris6 
en ce qu'U comprend, comme sequence codante, au moins une s^ence scion I'une des 
revendications 1 & 8. 

11. G6ne chimdrique selon la revendication 9, caracterisC en ce qu'il comprend un 
promoteur de virus de plante. 
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12. Gene chimerique selon la revendication 10, caract^ris^ en ce qu'il comprend 
un promoteur de plante (ex: a tubulins histone, introns, actine...). 

13. Vecteur pour la transformation des plantcs, caracterise en ce qu'il comprend, 
au moins un gene selpn Tune des revendications 10 h 12. 

14. Cellule vdgtftale, caract6risde en ce qu'elle comprend au moins un gfene 
selon Tune des revendications 10 k 12. 

15. Plante, caractdrisee en ce qu'elle est obtenue par regeneration a partir d*une 
cellule selon la revendication 14. 



16. Proc6d6 pour la production de plantes de tolerance amelioree k un herbicide 
ayant pour cible TEPSP synthase, caract6ris6 en ce qu'on transforme des cellules v6g6tales 
ou protoplates avec un gfene selon Tune des revendications 1 i 8 el qu'on soumet les 
cellules transfoixn^s a une regeneration. 

17. Precede de traitement des plantes avec un herbicide ayant TEPSPS pour 
cible, caracterise en ce qu'on applique I'herbiclde k des plantes selon la revendication 15. 

18. Precede selon la revendication 17, caracterise en ce qu'on clique du 
glyphosate ou un precurseur du glyphosate. 



